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Fluoreszenz - ein Merkmal fiir die Systematik und Bestimmung von
Pilzen

WEIB, D. & RUSKE, E. (2015): Fluorescence — a character to systematics and identification of fungi. — Boletus
36: 3-11

Abstract: In the present paper we are describing the fluorescence of mushrooms and give an overview about
literature. Fluorescence can be observed in fresh material as well as in dried mushrooms and in quiet old herbaria
material. Beside the color of spores and some chemical identification, the observation of fluorescence can be
helpful for the identification of mushroom families or species. In some cases the fluorescence is extinguished by
absorption dyes inside the fruiting body. Here it is useful to make an extraction with ethanol or methanol and
observe the fluorescence of the solutions. Particularly this is useful for the mostly very dark herbaria material. In
the case of complicated mixtures or very high concentrations of absorption dyes it is necessary to do a thin layer
chromatography to carry out separation of dyes easily.
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Zusammenfassung: Im vorliegenden Beitrag beschreiben wir die Fluoreszenz einiger Pilzarten und geben einen
Uberblick iiber die Literatur zu diesem Thema. Fluoreszenz kann sowohl bei Frischmaterial als auch bei
Herbarmaterial beobachtet werden. Neben der Beschreibung der Sporenfarben, der Farben der Pilze selbst und
chemischen Identifikationsreaktionen kann die Beobachtung einer etwaigen Fluoreszenz ein wichtiges Merkmal
bei der Artbestimmung sein. Da die Fluoreszenz haufig von weiteren im Pilz vorhandenen Farbstoffen iiberdeckt
wird, ist es giinstig, ethanolische oder methanolische Extrakte anzufertigen, in denen die Fluoreszenz oft besser
beobachtet werden kann. Dies trifft insbesondere fiir Herbarmaterial zu. Bei komplizierten Farbstoffmischungen
oder besonders hohen Farbstoffkonzentrationen ist jedoch eine Diinnschichtchromatographie erforderlich, um die
fluoreszierenden Inhaltsstoffe zu detektieren. Im Beitrag wird die Literatur zitiert, in der die Pilzfluoreszenz
einzelner Arten an Frischmaterial oder in Losung beschrieben wird. Es folgen eigene Experimente zum Nachweis
der Fluoreszenzstrahlung. Die Fluoreszenz von Frischmaterial wird am Pilzfruchtkorper fotografisch
dokumentiert, von Herbarmaterial wird zunéichst eine alkoholische Ldsung hergestellt, die anschlieBend visuell
oder fotografisch beurteilt werden kann. Eine objektive Methode stellt die Registrierung des Spektrums in einem
Fluorospektrometer dar. Auf die Diinnschichtchromatografie wird kurz eingegangen.

1. Einleitung nen bei mehreren Exemplaren einer Art etwa
konstant sind. Sie untersuchten auch die
Sporen, konnten dort jedoch keine Fluo-
reszenz feststellen. HOFLER & PECKSIEDER
(1947) widmen sich dem Anfirben von
Mikroskopschnitten mit fluoreszierenden
Substanzen, erwihnen aber auch die Eigen-
fluoreszenz einiger Arten. Insbesondere
stellten sie fest, dass die inkrustierten Zysti-

den von Inocybe-Arten eine Fluoreszenz

Die ersten Arbeiten iiber die Fluoreszenz der
Pilze findet man schon im 19. und frithen 20.
Jahrhundert bei WEISS (1885) und ZOPF
(1890). WEIss fiihrt 14 Arten im alkoholi-
schen Extrakt auf, ZOPF 9 Arten. MOREAU &
DUSSEAU (1934) erwdhnen 51 Arten, dar-
unter Phytoparasiten wie Puccinia und Uro-
myces. CHARAUX & PITON (1938) erwdhnen
29 in alkoholischer Losung fluoreszierende

Arten, zumeist aus der Gattung Russula.
JOSSERAND & NETIEN (1938, 1939) berich-
teten iiber 175 fluoreszierende Pilzarten
(Frischmaterial), wobei sie zwischen Trama,
Cortex, Velum, Lamellen unterschieden. Sie
kamen zu dem Ergebnis, dass die Reaktio-

aufwiesen. Von einigen Lactarius-Arten soll
der Milchsaft fluoreszieren. MOSER (1952)
untersuchte die 5 Sektionen Leprocybe,
Brunneotincti, Limonii, Bolares und Orella-
ni der Untergattung Leprocybe, mit dem
Fluoreszenzmikroskop, wobei er stark fluo-



reszierende Stoffe feststellte. ~GRUBER
(1969) setzt diese Arbeiten fort, indem er
sich der Papierchromatografie bediente,
mittels derer er die Fluoreszenzfarbstoffe
sichtbar machte. Dabei setzte er die chro-
matografisch getrennten Substanzen einer
Ultraviolett(UV)-Strahlung von 405 nm aus.
Die chemische Natur dieser Stoffe wurde
z. T. spiter gekldrt. MEIXNER (1975) fuhrt
auBler den chemischen Farbreaktionen auch
die Fluoreszenzfarbe tabellarisch auf, aus-
schlieBlich fir die Gattung Phlegmacium
(Schleimkopfe, KlumpfiiBe und Dickfiifle).
Dabei bezieht er sich auf MOSER (1960).
Dieser fithrt 74 Arten (Exsikkate) aus der
Gattung Phlegmacium auf. ARNOLD (1993)
widmete sich in seiner Dissertation der
Cortinarius-Untergattung Telamonia, die als
schwierigste Gruppe in Cortinarius gilt. Ihre
Artenzahl in Europa wird auf ca. 800 ge-
schitzt, die bestimmungsrelevanten Merk-
male variieren in ihrer Ausprigung enorm.
Daher konnte die Farbe des Pilzextraktes im
UV-Licht eine Zuordnung zu den einzelnen
Gruppen ermoglichen. Er fiihrt 70 fluores-
zierende Arten der genannten Untergattung
auf, als Losungsmittel verwendete er
Methanol/Wasser. HORAK (2005) gibt in
seinen Bestimmungsschliisseln ebenfalls fiir
die Untergattungen Leprocybe und Phleg-
macium die Fluoreszenzfarben an, allerdings
sehr uniibersichtlich, da diese nur in der
Gattungs- bzw. Untergattungsbeschreibung
vorkommt und damit fiir die einzelne Art
schwer zu erschlieBen ist. TEICHERT (2008)
berichtet iiber fluoreszierende Arten, aus der
Untergattung Hygrophorus. Fotografische
Aufnahmen einer Auswahl von fluoreszie-
renden Pilzen wurden von RUSKE & WEIB
(2014) veroffentlicht. Eine tabellarische
Ubersicht aller fluoreszierenden Arten der
genannten Autoren liegt bei den Verfassern
dieses Artikels vor. Es handelt sich um ca.
400 Arten. Lin 20. Jahrhundert waren der
apparative Aufwand zur Erzeugung von UV-
Licht und die Kosten zu hoch, um dieser
Methode zum Durchbruch zu verhelfen.
Dies hat sich in den letzten zwei Jahrzehnten
grundlegend geéndert. Kostengiinstige UV-
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Lampen auf der Basis von Gasentladungs-
rohren sind auch fiir Hobbymykologen
erschwinglich geworden, und mit der LED-
Technik existieren transportable UV-
Lampen fiir die Feldforschung. Anliegen
dieser Arbeit ist es, einen Uberblick iiber die
bisher mittels Fluoreszenz untersuchten Pilz-
arten zu geben, Taxonomen zu ermutigen,
das Merkmal ,.Fluoreszenz“ in die Bestim-
mungsliteratur einflieBen zu lassen, z.B.
schon bei KNUDSEN & VESTERHOLT (2012),
oder WIRTH, HAUCK & SCHULZ (2013) bei
den Flechten sowie eine Anleitung zur
Handhabung der aus unserer Sicht einfachen
Methode zu geben.

2. Material und Methoden

Eine Ubersicht iiber kommerzielle UV-
Lichtquellen, die wir getestet haben, ist bei
RUSKE & WEIB (2014) dargestellt. Fiir sehr
viele Zwecke reicht eine UV-LED-Taschen-
lampe/350-400 nm Wellenldnge mit Filter,
welches den sichtbaren Teil des Spektrums
zuriickhilt. Da das Fluoreszenzlicht gegen-
iiber dem Umgebungslicht sehr schwach ist,
sollte die Bestrahlung des Pilzfruchtkorpers
in abgedunkelter Umgebung erfolgen. Die
Fluoreszenz ist nur solange sichtbar, solange
das UV-Licht einwirkt. Ein Nachleuchten
findet nicht statt. Wir haben mit einer sol-
chen Lampe sowohl lebendes Material als
auch Herbarmaterial untersucht. Bei dunkien
Fruchtkorpern bzw. dunklen Lamellen kann
es vorkommen, dass die auftreffende UV-
Strahlung schon in einer sehr diinnen
Schicht absorbiert wird, d.h. das Licht
dringt womoglich gar nicht in den Bereich
vor, wo sich die fluoreszierenden Stoffe im
Pilzfruchtkorper befinden. Daher ist es
mitunter giinstiger, etwas Pilzmaterial in ein
Losungsmittel, z. B. Methanol/Wasser (Ver-
héltnis 2:1) oder Alkohol p.A. zu verbringen.
Der fir die Fluoreszenz verantwortliche
Stoff 16st sich innerhalb weniger Minuten, so
dass die Fluoreszenzfarbe bei UV-Bestrah-
lung schnell ermittelt werden kann. Wer
noch umfassender in die Materie eindringen
will, z. B. um weitere Inhaltsstoffe zu er-
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mitteln, kann auf chromatografische Metho-
den zur Stofftrennung zuriickgreifen (GRU-
BER 1969). Dazu eignen sich Kieselgel-60-
Platten. Mittels einer kalibrierten Kapillare
wird eine definierte Menge (z. B. 4 pl) der
obigen Losung aufgebracht. Diese so pri-
parierte Platte wird derart in ein Laufmittel
getaucht, dass die préparierte Stelle noch
nicht eintaucht. Es entsteht innerhalb etlicher
Minuten ein Farbmuster, das auch sehr blass
sein kann und die getrennten Stoffe repri-
sentiert. Beleuchtet man die Platte jetzt mit
UV-Licht, kénnen die getrennten Stoffe eine
unterschiedliche Fluoreszenzfarbe anzeigen,
wobei nicht zwangsldufig alle ermittelten
Stoffe leuchten.

Mittels eines Fluorospektrometers (z. B.
Jasco FP 6500) kann man das Emissions-
spektrum der fluoreszierenden Stoffe auf-
zeichnen. Die Wellenldnge der stirksten
Emission kann dabei die subjektive Farb-
angabe ersetzen.

Die Makrofotos der fluoreszierenden Pilz-
fruchtk6rper wurden mit einer Canon-
Kamera EOS 650-D sowie, abhingig vom
Motiv, mit einem Makroobjektiv EFS 60
mm oder einem Flektogon/35 mm in Retro-
stellung angefertigt. Diese Aufnahmen er-
folgten in volliger Dunkelheit bei Belich-
tungszeiten bis zu 10 Sekunden. Als UV-
Lichtquelle diente eine UV-Handlampe
(Herolab) mit einer 8W Réhre und einer
Wellenlédnge von 366 nm. Punktuell aufge-
hellt wurde mit einer UV-LED Handlampe,
versehen mit Wood-Filter. Alle Fotos
stammen von E. RUSKE.

3. Wissenschaftlicher Hintergrund

Fluoreszenz ist eine spezielle Eigenschaft
von Molekiilen. Hierbei werden durch ener-
giereiche Strahlung Molekiile dazu angeregt,
Licht auszusenden. Das ausgesendete Licht
hat immer eine grofiere Wellenlinge und ist
damit energiedrmer als das zur Anregung
verwendete Licht. In der Natur tritt Fluo-
reszenz in verschiedenen Organismengrup-

pen auf, ist aber nicht besonders hiufig
(WEIB & BRANDL 2013). Fluoreszenz ist
dabei immer an spezielle Molekiile gebun-
den, die in den Zellen durch teilweise kom-
plizierte Biosynthesewege entstehen. Diese
Biosynthesen werden wiederum von spezi-
ellen Enzymen katalysiert, fiir deren Herstel-
lung eine Vielzahl an Genen benétigt wird.
Im Umkehrschluss heiit dies, dass man
durch Vergleich der Inhaltsstoffe eines
Lebewesens einen direkten Blick auf den
genetischen Verwandtschaftsgrad von Orga-
nismen machen kann. Das Forschungsgebiet,
die Chemotaxonmie (HEGENAUER & HEGE-
NAUER1990), wurde aber spiter durch die
starke Fokussierung auf die Molekular-
genetik in den Hintergrund gedréingt. Fiir
chemotaxonomische Untersuchungen an
Pilzen und besonders an Cortinarien wurden
bisher vor allem farbliche Inhaltsstoffe
herangezogen. Dies erwies sich oft als sehr
komplexes Unterfangen und machte meist
chromatographische Trennungen erforder-
lich. Auch das Anfirben von Pilzen und von
mikroskopischen Praparaten gehort letztlich
zur Chemotaxonomie, da auch hier versucht
wird, Pilze an Hand von chemischen Reak-
tionen ihrer Inhaltsstoffe zuzuordnen. Die
Beobachtung der Fluoreszenz in Kombina-
tion mit verschiedenen Extraktionsmitteln
fiigt den chemischen Nachweisen noch eine
weitere Dimension hinzu. Bei der Beschrei-
bung der Arten sollte daher die etwaige
Fluoreszenz des frischen Pilzes sowie die
Fluoreszenz eines ethanolisch/wissrigen
Auszuges immer mit angegeben werden.
Eine Auswahl an Molekiilen, die in Pilzen
vorkommen und fiir Fluoreszenz verant-
wortlich sind, zeigen die Formeln auf der
folgenden Seite (vgl. STEGLICH & ZECHLIN
1977, STEGLICH & OERTEL 1984

Es gibt hier noch einiges zu entdecken bzw.
wiederzuentdecken, da bei zahlreichen und
weit in der Literatur verstreuten Untersu-
chungen zu Inhaltsstoffen von Pilzen meist
keine Angaben zur Fluoreszenz der isolier-
ten Produkte gemacht wurden.
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Beispiele von Molekiilen, die fiir die Fluoreszenz bei Pilzen verantwortlich sind.

4. Ergebnisse eigener Untersuchungen

4.1 Fluoreszenz an Frischmaterial

Es wird die Fluoreszenz einiger Arten an
Frischmaterial demonstriert. Die Fluores-
zenz der Arten Cortinarius citrinus J. E.
LANGE ex P. D. ORTON, Cortinarius traga-
nus (FR.) FR. und Cortinarius venetus (FR.)
FR. wurde bereits in der Literatur beschrie-

ben, jedoch nicht bildlich dargestellt. Die
Fluoreszenz der Arten Hypholoma lateritium
(SCHAEFF.) P. KUMM., Lactifluus vellereus
(Fr.) FR. und Pholiota squarrosa (VAHL)
P. KUMM. wurde bisher noch nicht be-
schrieben (Tafel 1).

Tafel 1: Fluoreszenz an Frischmaterial

Abb. 1: Cortinarius citrinus. Abb. 2: Cortinarius traganus. Abb. 3: Cortinarius venetus. Abb. 4: Hypholoma
lateritium. Abb. 5: Lactifluus vellereus; auffallend ist, dass der Milchsaft nicht fluoresziert. Abb. 6: Pholiota

squarrosa.
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4.2 Fluoreszenz an Exsikkaten in Metha-
nol/Wasser

Es folgen 6 Beispiele des geldsten Fluores-
zenzfarbstoffes, gewonnen von ca. 100 mg
Hutmaterial (Herbarmaterial) der Cortina-
rien-Untergattung Telamonia (Tafel 2: Abb.
7 und 8), sowie die Pilzarten Cortinarius
venetus, Cortinarius melanotus KALCHBR.
Cortinarius orellanus FR. (=Dermocybe
orellana), Panellus  stipticus  (BULL.)
P. KARST. (Zuchtmaterial) (Tafel 2: Abb. 9
und 10). Bei Cortinarius bulliardii (PERS.)
FR. kann man sehen, dass Hut und
Velumreste, die am Stiel haften, zu
unterschiedlichen Fluoreszenzfarben fiithren
(Tafel 2, Abb. 11). An Cortinarius orellanus
findet man keine Fluoreszenz (Tafel 2 Abb.
10, 3. Beispiel von rechts), im Chromato-
gramm lassen sich jedoch mehrere Stoffe
trennen. Man erkennt bei Tageslicht, dass
sich die Inhaltsstoffe chromatographisch in
mehrere Komponente auftrennen lassen. Der
grofle gelbe Fleck in der Mitte ist eines der
in Cortinarien auftretenden Anthrachinone,
das hier fiir die Loschung der Fluoreszenz in
Losung verantwortlich ist. Daneben gibt es
noch einen blauen und einen orangefarbenen
Fluoreszenzfarbstoff.

Als Losungsmittel fiir die Extraktion diente
in allen genannten Fillen Methanol/Wasser
(2:1) (Tafel 2).
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4.3 Einfluss des Losungsmittels sowie die
Emissionsspektren

In vielen Pilzen liegt ein komplexes Ge-
misch an Inhaltsstoffen vor, darunter auch
zahlreiche Farbstoffe. Besonders weit ver-
breitet sind dabei die Anthrachinone, die fiir
die gelben bis roten Farbtone verantwortlich
sind. Eine intensive Farbe verdeckt die oft
schwache Fluoreszenz vollig, so dass sie
mitunter nicht zu sehen ist. Man kann ver-
suchen, die unterschiedliche Loslichkeit von
Farbstoffen in Losungsmitteln auszunutzen,
um hier eine Trennung zu erreichen. Dazu
verwendet man Ldsungsmittel unterschied-
licher Polaritit z. B. Wasser, Alkohol, Ace-
ton oder Benzin. Wer sich mit den Inhalts-
stoffen nidher vertraut machen mochte, fiir
den ist die einfach durchzufiihrende und
kostenglinstige Diinnschichtchromatographie
das Mittel der Wahl. Man kann Emissionen
auch messen, d. h. die Fluoreszenzemission
qualitativ und quantitativ erfassen. Ein
typisches Beispiel ist Cortinarius bulliardii,
dessen Extrakte im Hut und am Stiel eine
unterschiedliche Fluoreszenz zeigen. Im
Fluoreszenzspektrum ist zu sehen, dass zwei
Farbstoffe fiir die Emissionsfarben verant-
wortlich sind: die Trama enthilt einen Farb-
stoff mit blauer Fluoreszenz, der durch am
Stiel haftendes Velum und seinen Farbstoff
mit gelber Fluoreszenz iiberdeckt wird,

Tafel 2: Fluoreszenz in Losung.

Abb. 7 u. 8 (6 Reagenzglaser): von rechts nach links Cortinarius bulliardii, Cortinarius vernus, Cortinarius
bulbosus, Cortinarius armeniacus, Cortinarius hemitrichus, Cortinarius glandicolor.

Abb. 7: der fluoreszierende Stoff wird aus dem Fruchtkérper herausgelost. Abb. 8: unter UV-Bestrahlung.

Abb. 9 u.10 (4 Reagenzgldser). Abb. 9: von rechts nach links: Cortinarius venetus, Cortinarius melanotus,
Cortinarius oreilanus (=Dermocybe orellana), Panellus stipticus (kultiviertes Material). Abb. 10: diese 4 Arten

unter UV-Bestrahlung.

Abb. 11: Cortinarius bulliardii, rechts Material aus dem Hut, links Material aus der Stielbasis, letzteres

fluoresziert orange-rot.

Abb. 12: Chromatogramm von Cortinarius orellanus.

Abb. 13: dasselbe Chromatogramm unter UV-Beleuchtung.
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Tafel 3: das Emissionsspektrum einiger Losungen.
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wobei am Ende eine Mischfarbe heraus-
kommt. Auch die Polaritit des Lsungsmit-
tels selbst iibt einen, wenn auch schwachen,
Einfluss auf die Fluoreszenz aus. Viel stér-
ker hiangt die Farbe der Fluoreszenz aber
davon ab, ob in Lésung saure oder alkalische
Bedingungen vorherrschen. Die héufig in
der Mykologie verwendeten Reagenzien
Salzsdure und KOH haben mitunter einen
starken Einfluss auf die Fluoreszenzfarbe,
weil damit das Luminophor, der fiir die
Fluoreszenz verantwortliche Teil des Mole-
kiils, direkt verindert wird. Als Beispiel
dienen hier Ausziige von Cortinarius mela-
notus mit im Wesentlichen gelbgriiner Emis-
sionsfarbe, die bei Zugabe von KOH-L§sung
in blau umschligt (Tafel 3).
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